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Aryl hydrokarbon reseptor 2 fra atlanterhavstorsk (gmAhR2) er en ligandaktivert 
transkripsjonsfaktor som tidligere har blitt klonet og karakterisert som xenobiotisk sensor. Ved 
Universitetet i Bergen er det blitt etablert et luciferase genreportersystem for å studere 
ligandaktivering av gmAhR2. Formålet med denne masteroppgaven var med dette å 
optimalisere det etablerte luciferase genreportersystemet, og benytte dette systemet for å studere 
ligandaktivering av gmAhR2 ved eksponering for kjente AhR-ligander og «nye» miljøgifter. 
Luciferase genreportersystemet ble forsøkt optimalisert ved å endre cellekultur betingelser som 
inkubasjonstemperatur og eksponeringstiden for ligandeksponering. Tidligere studier har vist 
at disse endringene kan føre til økt sensitivitet og aktiveringsrespons i lignende 
genreportersystem. I motsetning, tyder funnene i denne oppgaven på at optimaliseringene som 
ble forsøkt ikke forbedret sensitiviteten eller økte aktiveringsresponsen til luciferase 
genreporter systemet benyttet. 
Det ble i oppgaven vist at gmAhR2 fra atlanterhavstorsk aktiveres av kjente AhR-ligander som 
blant annet 2,3,7,8-tetradiklorodibenzo-p-dioksin, benzo(a)pyren, β-naftoflavon, 3,3’,4,4’,5-
pentaklorobifenyl og 6-formylindolo(3,2-b)carbazole. Videre ble ikke transkripsjonsfaktoren 
aktivert ved eksponering for «nye» miljøgifter som pesticidene endosulfan og klorpyrifos, samt 














Forkortelse Fullt navn 
AGE Agarose gelelektroferese 
AhR Aryl hydrokarbon reseptor  
ARNT Aryl hydrocarbon reseptor kjernetranslokator 
ATP Adenosin-5'-trifosfat 
B(a)P Benzo(a)pyren 
bHLH Basisk heliks-loop-heliks  
BNF β-naftoflavon  
CALUX Kjemisk aktivert luciferase-genuttrykking 
CYP Cytokrom P450 
D4 Oktametylsyklotetrasiloksan 98%  
D5 Dekametylsyklopentasiloksan 
DDT Diklordifenyltrikloretan 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimetyl sulfoksid 
DTT Ditiotreitol 
EDTA Etylendiamintetraeddiksyre 
EGTA Etylene glykol-bis(2-aminoetyleter)-N, N, N’, N’ tetraeddiksyre 
ELISA Enzym-tilknyttede immunosorbent analyse 
ER  Østrogenreseptor 
EROD 7-etoksyresourfin-O-deetylase 
FBS Fetalt kalveserum 
FICZ 6-Formylindolo(3,2-b)carbazole 
gmAhR2 Aryl hydrokarbon reseptor fra atlanterhavstorsk (Gadus morhua) 
HAH Halogenerte aromatiske hydrokarboner 
HSP90 Varmesjokk protein 90 
LB Lysogeny Broth 
ONPG 2-Nitrofenyl β-D-galaktopyranosid 
PAH Polysykliske aromatiske hydrokarboner 
PAS Per-Arnt-Sim 
PBB Polybromerte bifenyler 
PBDE Polybromerte difenyleter 
PBS Fosfatbufret løsning 






PFAS Per- og polyfluorerte alkylstoffer 
pHAH Planare halogenerte aromatiske hydrokarboner 
POPs Persistente organiske miljøgifter 
RFE Relativ fluorescense enhet 
RLE Relativ luminicens enhet 
rpm Rotasjoner per minutt 
SD Standardavvik 




x g x gravitasjonskraft  
XAP2 Hepatitt B X-assosiert protein 







1.1 Bakgrunn  
I dagens samfunn produseres det et stadig økende antall antropogene kjemikalier, hvor mange 
av disse ender opp i havet som miljøgifter (Wilson and Schwarzman, 2009). Menneskeskapte 
utslipp når havet via blant annet urenset kloakk, avrenning fra industri og jordbruk, og 
luftforurensing (Walker, 2012). Det har vist seg at enkelte områder, deriblant polare og arktiske 
strøk, er mer utsatt for forurensing av miljøgifter grunnet transport via hav- og luftstrømmer 
(Walker, 2012, Mackay, 1993, Lohmann et al., 2007). Dette vil også kunne ha konsekvenser 
for atlanterhavstorsken (Gadus morhua) som er en kommersielt og økologisk viktig art, og er 
utbredt i det nordlige Atlanterhavet og Barentshavet. I 2011 ble atlanterhavstorsken sitt genom 
sekvensert og delvis annotert (Star et al., 2011), og to gener som koder for AhR1b og AhR2 har 
blitt identifisert. Toksisitet forårsaket av flere ulike miljøgifter er mediert av aryl hydrokarbon 
reseptor (AhR), og som et ledd i å forstå torskens påvirkning av miljøgifter har dens aryl 
hydrokarbon reseptor 2 (i oppgaven referert som gmAhR2) nylig blitt klonet og karakterisert 
(Madsen, 2016).   
1.2 Miljøgifter 
Enkelte stoffer besitter fysikalske og kjemiske egenskaper som gjør dem potensielt skadelige 
for miljøet. Persistente organiske miljøgifter (POPs) er tungt nedbrytbare og lipofile stoffer som 
kan akkumulere både i naturen og i organismer. I tilfeller hvor absorpsjonen av et kjemikalie 
overstiger biotransformasjon og ekskresjon hos en organisme vil det kunne føre til en 
opphoping over tid, såkalt bioakkumulering (Figur 1.1) (Arnot and Gobas, 2003). Stoffer som 
akkumuleres i en organisme kan videre resultere i biomagnifisering i næringskjeden (Figur 1.1), 
noe som medfører at arter i de øverste trofiske nivåene er spesielt utsatt for miljøgifter.  
«Klassiske» miljøgifter som PCB, dioksiner, tungmetaller og enkelte pesticider har etter flere 
tiår med omfattende bruk vist seg å være skadelige for organismer ved å være karsinogene, 
teratogene, hormonforstyrrende og skadelig for immun-, nerve- og reproduksjonssystemet 
(Walker, 2012). Pesticidet DDT er en av de mest kjente miljøgiftene, mye grunnet utgivelsen 
av boken «The Silent Spring» (Carson, 1962). På 1960-tallet avtok flere fuglebestander som 
følge av DDT eksponering, spesielt rovfugler som er på toppen av næringskjeden. DDT fører 
til fortynning av eggeskallet hos fugler, og opphoping i rovfugler førte til at eggene ble ødelagt 
ved ruging (Walker, 2012). DDT er i dag forbudt i en rekke land, men fremdeles tillates bruk 





Figur 1.1:Illustrasjon over bioakkumulering og biomagnifikasjon av miljøgifter. Modifisert 
fra Olenick (2013). 
Stockholm-konvensjonen ble i 2001 signert av en rekke land som et tiltak for utfasing av enkelte 
POPs. Opprinnelig omfattet dette «the dirty dozen», 12 kjente pesticider (som 
diklordifenyltrikloretan (DDT)), industrielle kjemikalier (eks. polyklorerte bifenyler (PCB)) og 
biprodukter (eks. 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD)). Siden den første Stockholm-
konvensjonen har flere kjemikalier blitt lagt til listen og inkluderer i dag også per- og 
polyfluorerte alkylstoffer (PFAS), polybromerte bifenyler (PBB) og polybromerte difenyletere 
(PBDE) (Stockholm Convention, 2008b).  
Det rapporteres i dag om «nye» miljøgifter (også kalt «emerging contaminants») i miljøet. Dette 
er kjemikalier som enten har oppnådd målbar konsentrasjon i biota grunnet økt bruk, 
opphopning over tid, eller som følge av introduksjon av nye kjemikalier på markedet (Vorkamp 
and Riget, 2014). Det er blitt rapportert om «nye» miljøgifter i arter fra Barentshavet, deriblant 
i atlanterhavstorsk (Warner et al., 2014, Herzke et al., 2013). «Nye» miljøgifter omfatter blant 
annet siloksaner, ulike pesticider, bromerte- og klorerte flammehemmere (Vorkamp and Riget, 
2014, Bao et al., 2015). Siloksaner benyttes i alt fra hygieneprodukter til impregneringsmidler, 
mens bromerte- og klorerte flammehemmere brukes blant annet i petroleumsindustrien. Man 
vet i dag lite om effektene til mange disse stoffene, og arbeidet med å kartlegge distribusjon i 





1.3 Atlanterhavstorsken (Gadus morhua) 
Atlanterhavstorsken (Gadus morhua) er en beinfisk som gjennom historien har vært, og 
fremdeles er, kommersielt viktig. Arten har utbredelse hovedsakelig i det nordlige 
Atlanterhavet og i Barentshavet (Figur 1.2). Man skiller mellom havtorsk (skrei) og kysttorsk, 
hvor kysttorsken er langt mer stasjonær enn havtorsken. Atlanterhavstorsken, spesielt 
kysttorsken lever i områder utsatt for forurensning fra olje- og annen kystindustri, samt 
avrenning fra urbane områder (Julshamn et al., 2013a, Julshamn et al., 2013b, Julshamn et al., 
2013c). Foruten å være kommersielt viktig er torsken samtidig en sentral økologisk art, da den 
både er predator og byttedyr i marine næringskjeder. Atlanterhavstorsk brukes også som en 
bioindikator art (Karl et al., 2016, OSPAR, 2009), og det er blitt funnet høye konsentrasjoner 
av både klassiske miljøgifter og «nye» miljøgifter i lever hos atlanterhavstorsk (Julshamn et al., 
2013a, Karl et al., 2016, Warner et al., 2014).  
De senere årene har atlanterhavstorsken også blitt en mye benyttet modellart i toksikologiske 
studier (Eide et al., 2014, Hasselberg et al., 2004, Eide, 2016). Atlanterhavstorskens cytokrom 
P450 (CYP) enzymsystem ble på 80-tallet karakterisert for første gang (Goksøyr, 1985, 
Goksøyr, 1987, Goksøyr et al., 1986), og ved sekvenseringen og annoteringen av torskens 
genom i 2011 (Star et al., 2011), gav det nye muligheter for å kombinere proteomikk og 
genomikk for å få en bedre forståelse for torskens respons til ulike kjemikalier (Karlsen et al., 
2011, Karlsen et al., 2012).  
 






Gjennom biotransformasjon omdannes endogene og eksogene kjemikalier til mer polare 
vannløselige stoffer. For eksogene stoffer fører denne omdannelsen til et skifte fra absorpsjon 
til ekskresjon i en organisme, og er med dette en metode for å kvitte seg med uønskede 
fremmedstoffer. Biotransformasjon deles inn i tre faser, fase I, II og III reaksjoner. Fase I 
reaksjoner omfatter hydrolyse, reduksjon og oksidasjon som fører til innføring av en funksjonell 
gruppe som muliggjør fase II reaksjoner. Spesielt viktige fase I enzymer er CYP-systemet. CYP 
er en gruppe membranbundete hemproteiner som katalytisk detoksifiserer eller aktiverer et vidt 
spekter av kjemikalier ved hjelp av monooksygenasereaksjoner. Sentrale CYP-familier i 
biotransformasjonen er CYP1A, CYP3A og CYP2E (Casarett et al., 2010). Flere CYP-enzymer 
benyttes i dag som biomarkører, hvor CYP1A er en av de mest brukte biomarkørene for 
eksponering av miljøgifter som virker gjennom AhR-ligandaktivering (Hestermann et al., 2000, 
Goksøyr, 1995). Fase II reaksjoner øker vannløseligheten til ulike stoffer gjennom konjugasjon 
med endogene molekyler, og inkluderer glukoronidering, sulfonering, metylering, acetylering 
og konjugering med glutathion eller aminosyrer. Fase III omfatter transport av metabolitten ut 
av cellen via spesifikke transportproteiner for videre eliminering ut orgsnismen (Casarett et al., 
2010). 
I enkelte tilfeller fører biotransformasjon av eksogene stoffer til mer reaktive kjemikalier, som 
aktivering av benzo(a)pyren (B(a)P) til karsinogene metabolitter via CYP1A (Figur 1.4) 
(Casarett et al., 2010). 
1.5 Aryl hydrokarbon reseptor (AhR) 
Aryl hydrokabron reseptoren er en ligandaktivert transkripsjonsfaktor som siden dens 
oppdagelse (Poland et al., 1976) har blitt viet stor oppmerksomhet grunnet dens rolle knyttet til 
toksisitet forårsaket av dioksiner. I dag vet man at AhR kan binde et bredt spekter av ligander 
og spiller en sentral rolle som en xenobiotisk sensor i en rekke ulike organismer. De senere 
årene har også kartlegging av dens fysiologiske rolle vekket stor interesse innenfor flere 
forskningsfelt (Moyer et al., 2016, Zhu et al., 2014, Hao and Whitelaw, 2013, Barouki et al., 
2007). 
AhR hører til en transkripsjonsfaktor superfamilie som kjennetegnes av de to strukturelle 
domenene basisk heliks-loop-heliks (bHLH) og PER-ARNT-SIM (PAS) (Figur 1.3) 
(Hankinson, 1995, Gu et al., 2000). Det har vist seg at bHLH domenet er viktig for binding til 




kjernetranslokator (ARNT) (Fukunaga et al., 1995, Gu et al., 2000). PAS domenet består av to 
subdomener (PAS A og PAS B) på om lag 50 aminosyrer hver, og fungerer som bindingssete 
for andre PAS proteiner, inkludert ARNT. PAS B inneholder også et ligandbindende domene 
(Fukunaga et al., 1995), noe som skiller AhR fra andre bHLH/PAS proteiner som ARNT og 
hypoksia induserbar faktor 1 (Reisz-Porszasz et al., 1994, Wang et al., 1995). 
 
 
Figur 1.3: Strukturell oppbygging av AhR og bindingsseter for kofaktorer og andre PAS-
proteiner. Modifisert fra Okey (2007). 
 
Ubundet AhR er lokalisert i cytosol som del av et multiproteinkompleks bestående av AhR, to 
varmesjokk 90 proteiner (HSP90), protein p23 og hepatitt B virus X- assosiert protein (XAP2/ 
AIP1/ ARA9) (Gu et al., 2000, Abel and Haarmann-Stemmann, 2010). Det har blitt vist at 
kofaktorene er viktig for ligandaktivering av AhR. HSP90 bindes til AhR og stabiliserer det 
ligandbindende domenet via interaksjon med bHLH og PAS B domenet (Beischlag et al., 2008, 
Fukunaga et al., 1995), og er viktig for optimal ligandbinding (Whitelaw et al., 1995, Pongratz 
et al., 1992). XAP2 stabiliserer bindingen mellom HSP90 og AhR, og beskytter også AhR mot 
ubiquitinering og med det proteasomal nedbrytning av proteinkomplekset (Kazlauskas et al., 
2000). Protein p23 er trolig viktig for stabilisering av komplekset (Kazlauskas et al., 2001, 
Kazlauskas et al., 1999). 
Klassisk virkemekanisme for AhR er illustrert i Figur 1.4 og resulterer i transkripsjon av en 
rekke målgener, deriblant CYP1A, CYP2A, UDP-glukuronosyltransferaser og glutation S-
transferaser (Whitlock, 1999, Barouki et al., 2012). Ved å indusere transkripsjon av ulike 





Figur 1.4: Klassisk aktiveringsmekanisme av aryl hydrokarbon reseptor ved ligandbinding 
av B(a)P. Illustasjon hentet fra Murray et al. (2014). Ved ligandbinding translokaliseres AhR 
fra cytosol til cellekjernen hvor HSP90, XAP2 og p23 dissosierer som følge av strukturendring 
i AhR. I cellekjernen heterodimiserer AhR med ARNT, og dimeren kan nå binde xenobiotisk 
responselement (XRE), som er lokalisert oppstrøms for ulike målgener og indusere 
transkripsjon (Denison et al., 2011, Beischlag et al., 2008). Transkripsjonen termineres med 
eksport av AhR ut av cellekjernen og protesomal nedbrytning mediert av ubiquitinering 
(Pollenz, 2002). I tillegg induserer AhR transkripsjonen av PAS-proteinet aryl hydrokarbon 
repressor (AhRR). AhRR kan dimerisere med ARNT, men dimeren kan ikke binde XRE, med 
dette inhiberes transkripsjon av målgener ved å konkurrere med AhR om ARNT (Mimura et al., 
1999). Indusert CYP1A metaboliserer B(a)P og det dannes reaktive metabolitter som kan føre 
til DNA-addukter. 
Foruten klassisk aktiveringsmekanisme kan ligandaktivert AhR også interagere og påvirke 
kjernereseptorer og transkripsjonsfaktorer, intracellulære signalveier, celleprofilering og 
cellesyklus (Denison et al., 2011). Ligandaktivert AhR kan blant annet ha antiøstrogen effekt 
ved å hindre genuttrykking av østrogenreseptor (ER) og stimulere nedbryting av ER (Ohtake et 
al., 2007, Safe et al., 1998). 
Gjennom kartlegging av ulike arters genom viser det seg at AhR er betydelig konservert fra 
vertebrater til invertebrater. Konserveringen tyder på at AhR besitter en viktig fysiologisk rolle, 
og har en funksjon utover det å være en xenobiotisk sensor (Hahn, 2002). Hos invertebrater 
finner man samtidig en AhR isoform som ikke er knyttet til detoksifisering av fremmedstoffer, 
men er vist essensiel for utvikling av øyne og vinger (Cespedes et al., 2010). Studier på knock-
out AhR mus indikerer også at AhR er viktig for normal vekst og utvikling av lever, 




al., 2002). AhR sin fysiologiske rolle knyttes også til immunforsvaret og differensiering av T-
celler (Abel and Haarmann-Stemmann, 2010). 
1.5.1 AhR hos fisk 
Hos fisk finner man i motsetning til pattedyr opptil flere gener for AhR. Man skiller mellom 
AhR1 og AhR2, hvor AhR1 er ortolog med AhR hos pattedyr (Hahn, 2002). De to ulike genene 
antas å ha oppstått som en duplikasjon av AhR i tidlig vertebratutvikling, hvor pattedyr senere 
har mistet AhR2 varianten. Det er store vevsforskjeller i uttrykking av AhR1 og AhR2 hos fisk, 
hvor det er vist at AhR2 er den dominerende varianten (Abnet et al., 1999a, Karchner et al., 
1999, Tanguay et al., 1999, Hansson and Hahn, 2008). Bindingsaffiniteten for ligander varierer 
for AhR1 og AhR2, hvor AhR2 binder og aktiveres av eksogene stoffer i høyere grad enn AhR1. 
Blant annet binder AhR1b hos zebrafisk TCDD i mindre grad enn AhR2 (Karchner et al., 2005). 
Ulike AhR-gener har blitt påvist hos flere fiskearter, blant annet seks (to AhR1 og fire AhR2) 
hos laks (Salmo salar) (Hansson and Hahn, 2008), to hos regnbueørret (Oncorhynchus mykiss) 
(Abnet et al., 1999a), to hos tannkarpe (Fundulus heteroclitus) (Karchner et al., 1999) og tre 
hos zebrafisk (Danio rerio) (Karchner et al., 2005, Tanguay et al., 1999, Andreasen et al., 2002). 
I atlanterhavstorsken er det funnet to gener for AhR, AhR1b og AhR2 (Madsen, 2016). Av disse 
har AhR2 nylig blitt klonet og karakterisert som en xenobiotisk sensor hos torsk. Gjennom 
ligandaktiveringsstudier viser reseptoren bindingsaffinitet for kjente AhR-agonister som B(a)P, 
6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) og β-naftoflavon (BNF) (Madsen, 2016). 
1.6 AhR-ligander  
Aryl hydrokarbon reseptoren kan binde et bredt spekter av ulike ligander (Denison and Nagy, 
2003), inkludert antropogene og naturlige stoffer enten som agonister eller antagonister. 
Miljøgifter som planare halogenerte aromatiske hydrokarboner (pHAH) og polysykliske 
aromatiske hydrokarboner (PAH) omfatter de best karakteriserte gruppene av AhR-ligander 
(Denison and Nagy, 2003), hvor pHAH er den mest potente gruppen blant disse (Denison and 
Nagy, 2003).  
Halogenerte aromatiske hydrokarboner (HAH) er en gruppe kontaminanter som omfatter 
halogenerte dibenzo-p-dioksiner (PCDD), dibenzofuraner (PCDF) og polyklorerte bifenyler 
(PCB) (Safe, 1990). Det finnes 75, 135 og 209 kongenere for henholdsvis PCDD, PCDF og 
PCB. Av de ulike kongenerene har kun et titalls PCDFer og PCBer planar struktur og er med 
det dioksinlike. PCBer er lite brennbare, har god isoleringsevne og er billige å produsere. 




isolerglass og som tilsetningsstoff i plastikk (Baird and Cann, 2012). I dag er bruk av PCB i 
nye produkter forbudt, men grunnet deres persistente egenskaper og tidligere store forbruk 
finnes det fremdeles betydelige mengder av disse stoffene i miljøet (Baird and Cann, 2012, 
Steinnes, 2010, Julshamn et al., 2013a). Dioksiner dannes som et biprodukt i 
forbrenningsreaksjoner med tilstedeværelse av klor, hvor TCDD er den mest toksiske 
antropogene AhR-liganden. TCDD brukes derfor som referanse for toksisk ekvivalensfaktor 
(TEF), som er et mål for relativ toksisitet forårsaket av dioksinlike stoffer sammenlignet med 
TCDD (Van den Berg et al., 2006).  
PAH er en annen gruppe AhR-ligander som dannes fra to eller flere benzenringer. PAH dannes 
ved ufullstendig forbrenning av organisk materiale, og en av hovedkildene for eksponering av 
slike stoffer i miljøet er forbrenning av fossile brensler (Baird and Cann, 2012). I motsetning 
til HAH er PAH langt mindre persistente mot metabolsk nedbrytning og akkumulerer ikke i 
samme grad i organismer.  
pHAH og PAH betegnes ofte som kjemikalier som har en klassisk AhR-ligand struktur. 
Samtidig har det også vist seg at flere antropogene kjemikalier uten klassisk AhR-ligand 
struktur kan binde og aktivere AhR (Nagy et al., 2002). Disse stoffene karakteriseres 
hovedsakelig som svake agonister (Denison and Nagy, 2003), men evnen til å binde AhR gjør 
det allikevel viktig å kartlegge mulige ligander uten klassisk AhR-ligand struktur. 
De senere årene har det blitt et økt fokus på endogene AhR-ligander. Det er funnet en rekke 
naturlige stoffer som kan binde og aktivere AhR, deriblant ulike stoffer via dietten fra 
planteriket og deres derivater (karotenoider og flavonoider) (Denison and Nagy, 2003, Nguyen 
and Bradfield, 2008). Tryptofan-derivater dannes gjennom biologiske og fysiokjemiske 
prosesser og flere har vist seg å kunne binde AhR, blant annet FICZ, indigo og indirubin. 
Tetrapyroler og arakidonsyre metabolitter kan også binde AhR og har blitt foreslått som mulige 





Figur 1.5: Eksempler på klassiske og ikke-klassiske AhR-ligander. Illustrasjon modifisert 
fra Denison and Nagy (2003). 
 
1.6.1 Ligander benyttet for å studere aktivering av AhR2 fra torsk 
I denne masteroppgaven er det benyttet både kjente og ikke-kjente AhR-ligander for å studere 
aktivering av gmAhR2. TCDD er en referanseforbindelse og ble derfor inkludert i disse 
studiene (Van den Berg et al., 2006). Videre ble de kjente AhR-ligandene BNF, B(a)P og FICZ 
valgt ut fra tidligere ligandaktiveringsforsøk med gmAhR2 (Madsen, 2016). PCBene 77, 105 
og 126 ble valgt ut fra kjemisk struktur som dioksinlike representanter fra denne stoffgruppen. 
PCB 126 og PCB 105 er videre funnet som dominerende dioksinlike PCBer i lever fra 
atlanterhavstorsk fanget i Barentshavet (Julshamn et al., 2013a).    
Som en del av forskningsprosjektet iCod 2.0 ble to pesticider (endosulfan og klorpyrifos), samt 
to siloksaner (D4 og D5) inkludert i masteroppgaven for å studere mulig aktivering av gmAhR2. 
Endosulfan ble i 2011 lagt til Stockholm-konvensjonen sin liste over POPs (Stockholm 
Convention, 2008b), men brukes fremdeles flere steder i verden. Klorpyrifos er ikke tillatt i 
Norge, men er i bruk i enkelte EU-land (Regjeringen.no, 2016). Pesticidene ble valgt da det er 
funnet nivåer av endosulfan og klorpyrifos i arktiske miljø (Vorkamp and Riget, 2014). 
Siloksanene benyttet i oppgaven er å finne i flere produkter, som blant annet 
impregneringsmidler, fugemasser, maling, kosmetikk og pleieprodukter. D5 og D4 ble valgt da 





1.7 AhR-mediert toksisitet ved eksponering for dioksiner og PAH  
Toksiske effekter forårsaket av AhR-ligandaktivering er hovedsakelig knyttet til klassisk 
virkningsmekanisme (Figur 1.4) (Denison et al., 2011). Fisk er spesielt sensitive for 
eksponering til dioksiner og dioksinlike PCBer ved tidlige utviklingsstadier (Hahn, 2001), og 
sensitiviteten for slike stoffer varierer mellom fiskearter (Doering et al., 2013). Zebrafisk er lite 
sensitiv for TCDD eksponering sammenlignet med regnbueørret, hvor LD50 er beregnet til 
henholdsvis 2,5 ng TCDD/g egg (Henry et al., 1997) og 0,24 ng TCDD/g egg for regnbueørret 
og zebrafisk (Walker and Peterson, 1991). Toksiske endepunkt ved in vivo dioksineksponering 
på tidlige utviklingsstadier er plommesekk-ødem, kraniofaciale misdannelser, blødninger, 
nedsatt kardiovaskulær funksjon, nedsatt reproduksjonsevne og død (Henry et al., 1997, Clark 
et al., 2010, Yamauchi et al., 2006). Ved eksponering for polyaromatiske hydrokarboner (PAH) 
på tidlige utviklingsstadier er det funnet lignende toksiske endepunkter hos zebrafisk som ved 
dioksineksponering (Billiard et al., 2006, Incardona et al., 2004). Videre ble det etter Exxon 
Valdes oljeulykken observert redusert vekst og karniofaciale- og kjeve misdannelser hos sild 
(Carls et al., 1999). 
1.8 Luciferase genreportersystem 
Luciferase genreportersystem er en utbredt og sensitiv in vitro metode som benyttes for å 
studere ligandaktivering av ulike transkripsjonsfaktorer (Windal et al., 2005). Det finnes flere 
ulike genreportersystem, og i denne masteroppgaven benyttes et UAS/GAL4-basert system. I 
UAS/GAL4-systemet kotransfekteres eukaryote celler med et reporter- og et resptorplasmid. 
Reporterplasmidet inneholder et luciferase-gen styrt av 4 oppstrøms aktiveringssekvenser 
(UAS). I reseptorplasmidet er gensekvensen for AhR fusjonert til GAL4 DNA-
bindendedomene. Dette resulterer i at fusjonsproteinet AhR-GAL4-DBD produseres i cellene 
og vil ved ligandaktivering binde UAS i reporterplasmidet og initiere transkripsjon av 
luciferase-genet. Et slikt system er tidligere benyttet for å studere ligandaktivering av AhR fra 
torsk og rotte (rattus norvegicus), samt kjernerespetorer som promiskuos xenobiotisk reseptor 
fra isbjørn (Ursus maritimus) og vitamin D reseptor fra torsk (Madsen, 2016, Lille-Langoy et 
al., 2015, Backlund and Ingelman-Sundberg, 2004, Ueland, 2013).  
I et annet lignende genreportersystem koetransfekteres plasmider med gener som koder for 
henholdsvis AhR, ARNT og luciferase, hvor luciferase-genet er kontrollert av et eller flere 
responselement som gjenkjennes av AhR-ARNT dimeren (XRE responselement). Denne typen 
genreportersystem har vært mye brukt for å studere ligandaktivering av AhR-varianter fra fisk 




system er ikke UAS/GAL4-systemet avhengig av ARNT og naturlige responselementer. Et 
annet utbredt genreportersystem er «Kjemisk aktivert luciferase-genuttrykking» (CALUX) 
(Zhao et al., 2010). Dette er rekombinante cellelinjer som er stabilt transfekterte med et 
reporterplasmid. Reporterplasmidet inneholder et luciferase-gen styrt av ulike responselement, 
som for eksempel XRE (Brennan et al., 2015).  
1.8.1 Optimalisering av luciferase genreportersystemet 
Optimalisering av genereporter system kan bidra til økt sensitivitet og forsterket 
aktiveringsrespons. Optimalisering av ulike luciferase genreportersystem er tidligere gjort ved 
blant annet modifiseringer av reporterplasmidet ved å endre antall XRE eller UAS oppstrøms 
for reportergenet. Det er også blitt forsøkt å modifisere gensekvensen for luciferase-enzymet 
for å oppnå et mer pH- og termostabilt enzym (Branchini et al., 2015, He et al., 2011, Paguio 
et al., 2010, Brennan et al., 2015).  
Ved enkle endringer i cellekultur betingelser er det også blitt observert at CALUX-systemet 
kan optimaliseres betydelig (Zhao et al., 2010). Senket inkubasjonstemperatur og endret 
eksponeringstid er funnet å ha en positiv effekt på to ulike CALUX-system (Chao et al., 2012, 
Pieterse et al., 2013).  
1.9 Mål for oppgaven 
Med utgangspunkt i den klonede og karakteriserte gmAhR2 er målet med masteroppgaven å 
studere hvorvidt transkripsjonsfaktoren aktiveres av ulike kjemikalier, samt forsøke å 
optimalisere genreportersystemet som blir benyttet. For å studere eventuelle artsforskjeller 
inkluderes også AhR2β fra laks (i oppgaven referert som ssAhR2β) i ligandaktiverings-
forsøkene. Aktivering av gmAhR2 utføres i oppgaven ved bruk av et in vitro luciferase 
genreportsystem som nylig har blitt etablert i miljøtoksikologigruppen ved Universitet i Bergen.  
Basert på tidligere studier forsøkes systemet å optimaliseres med hensyn på sensitivitet og 
aktiveringsrespons ved å endre betingelser for cellekultur, som senket inkubasjonstemperatur 
og variere eksponeringstiden. 
Masteroppgaven er en del av forskningsprosjektet iCod 2.0: Integrative environmental 
genomics of Atlantic cod (Gadus morhua); a holistic approach to characterize the biological 
effects of…..». Forskningsprosjektet omfatter blant annet studier med «nye» miljøgifter man 
finner i Atlanterhavstorsken sitt habitat. Dette innebærer at også ulike stoffer som ikke er kjente 
AhR-ligander inkluderes i oppgaven og forsøkes som agonister ved bruk av luciferase 






























Tabell 2.1: Liste over kjemikalier benyttet i masteroppgaven. 
Navn CAS # Leverandør 
10x Lastebuffer -  TakaRa 
10x Fosfatbufret løsning (PBS), pH 7,4 -  Sigma-Aldrich 
2-Merkaptoetanol 60-24-2 Sigma-Aldrich 
2-Nitrofenyl β-D-galaktopyranosid (ONPG) 369-07-3 Sigma-Aldrich 
2-log DNA Ladder - New England Biolabs 
5-Carboxyfluorescein Diacetate, Acetoxymethyl Ester (5-
CFDA-AM) 124412-00-6 Thermo Fisher Scientific 
Adenosin 5'-trifosfat dinatrium salthydrat (ATP) 34369-07-8 Sigma-Aldrich 
Agar Agar 9002-18-0 Merck 
Agarose 9012-36-6 Sigma-Aldrich 
Ampicillin-natriumsalt 69-52-3 Sigma-Aldrich 
Borsyre 10043-35-3 Sigma-Aldrich 
Bovin Serum Albumin 9048-46-8 Sigma-Aldrich 
CHAPS hydrate 331717-45-4 Sigma-Aldrich 
Klorpyrifos 2921-88-2 Sigma-Aldrich 
Dimetyl sulfoksid (DMSO) 67-68-5 Sigma-Aldrich 
Ditiotreitol (DTT) 578517 Sigma-Aldrich 
D-Luciferin Firefly 115144-35-9 Biosynth® 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  
 (høy glucose, med fenolrød) -  Sigma-Aldrich 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
 (høy glukose, uten fenolrød) -  Sigma-Aldrich 
Etanol 64-17-5 Sigma-Aldrich 
Etylene glykol-bis(2-aminoetyleter)-N, N, N’, N’ 
tetraeddiksyre (EGTA) 67-42-5 Sigma-Aldrich 
Etylendiamintetraeddiksyre (EDTA) 6381-92-6  Sigma-Aldrich 
Fetalt kalveserum (FBS) -  Sigma-Aldrich 
Gelred -  Botium 
Gjærekstrakt -  Fluka 
Glyserol 56-81-5 Sigma-Aldrich 
Isooktan 540-84-1 Merck 
Isopropanol 67-63-0 Kemetyl 
Kaliumklorid 7447-40-7 Sigma-Aldrich 
Koenzyme A 18439-24-2 Fisher Bioreagents™ 
L-glutamin  56-85-9 Sigma-Aldrich 
L-α-phosphatidylcholine 8002-43-5 Sigma-Aldrich 
Magnesium karbonat hydroksid pentahydrat ((MgCO3)4 ∙ 
Mg(OH)2 ∙ 5H2O) 56378-72-4 Sigma-Aldrich 
Magnesiumklorid heksahydrat (MgCl2 ∙ 6H2O) 7791-18-6 Sigma-Aldrich 
Magnesiumsulfat heptahydrat (MgSO4 ∙ 7H2O) 10034-99-8  Sigma-Aldrich 
Metanol 67-56-1 Sigma-Aldrich 
Natrium dihydrogenfosfat monohydrat (NaH2PO4  ∙ H2O) 10049-21-5 Merck 
Natrium fosfat dibasisk hydrat (Na2HPO4  ∙ 2H2O) 10028-24-7  Sigma-Aldrich 





2.2 Bakterielt dyrkningsmedium 
Tabell 2.2: Lysogeny Broth (LB) dyrkningsmedium 
Stoff Konsentrasjon 
NaCl  10 g/L 
Trypton 10 g/L 
Gjærekstrakt 5 g/L 
Ampicillin  100 mg/L 
 
2.3 Buffere og løsninger for agarose gelelektroferese 
Tabell 2.3: 5x Tris-borsyre-EDTA (TBE) buffer (pH 8,8) 
Navn Konsentrasjon 
Tris 54 g/L 
Borsyre 27,5 g/L 
EDTA (0,5 M) 20 mL/L 
MQ H2O - 
 






Navn CAS # Leverandør 
Natriumpyruvat 113-24-6 Sigma-Aldrich 
OPTI-MEM I redusert serum medium   -  Gibco 
Penicillin-Streptomycin  -  Sigma-Aldrich 
Fenylmetanesulfonyl fluorid (PMSF) 329-98-6 Sigma-Aldrich 
Resazurin natriumklorid 62758-13-8  Sigma-Aldrich 
TransIT®-LT1  -  Mirus 
Tricin 5704-04-1 Sigma-Aldrich 
Tris/HCl-buffer pH 8,5 - Macherey-Nagel 
Triton® X-100 9002-93-1 Sigma-Aldrich 
Trizma® base 77-86-1 Sigma-Aldrich 
Trizma® fosfat dibasisk (Tris-PO4) 108321-11-5 Sigma-Aldrich 
Trypan blue, 0,4 % løsning 72-57-1 Sigma-Aldrich 
Trypsin-EDTA (0,05% Trypsin, 
 0,02% EDTA)  -  Sigma-Aldrich 




2.4 Plasmider  
Tabell 2.5: Ulike plasmider benyttet i luciferase genreportersystem.  
Plasmider Beskrivelse Opprinnelse 
(mh100)x4tk luciferase Reporterplasmid  (Forman et al., 1995) 
pCMV β-galaktosidase Kontrollplasmid  (Blumberg et al., 1998) 
pCMX GAL4-AHR2 Reseptorplasmid AHR2 torsk  (Madsen, 2016) 
pCMX GAL4-AHR2β Reseptorplasmid AHR2β laks  (Madsen, 2016) 
 
2.5 Cellelinje 
Tabell 2.6: Cellelinje 
Cellelinje Beskrivelse Opprinnelse 




2.6  Vekstmedium COS-7 celler 
Tabell 2.7: Vekstmedium benyttet ved kultivering av COS-7 celler.  
Stoff Konsentrasjon 
DMEM * 0,87 x 
Fttalt kalveserum (FBS) 8,70 % 
Penicillin-streptomycin 86,96 U/mL 
L-Glutamin 3,48 mM 
Natrium-pyruvat 0,87 mM 
* Ved ligandeksponering ble fenolfritt DMEM og superstrippet FBS benyttet. 
 
2.7 Buffere og løsninger benyttet i luciferase genreportersystem 
Tabell 2.8: Oversikt lyserings basebuffer (1x) og reagens.  
Navn  Konsentrasjon 
LYSERINGS BASEBUFFER (1x)   
Tris-PO4, pH 7,8 25 mM 
Glyserol 15 % 
CHAPS 2 % 
L-α-Phosphatidylcholine 1 % 
BSA 1 % 
  
LYSERINGSREAGENS  
Lyserings basebuffer 1x 
EGTA 8 Mm 
MgCl2 4 mM 
DTT 1 mM  




Tabell 2.9: β-galaktosidase basebuffer og reagens 
Navn  Konsentrasjon 
β-galaktosidase BASEBUFFER (1x)  
NaH2PO4 x 2H2O  60 mM  
Na2HPO4 x H2O 40 mM 
KCl 10 mM  
MgCl2   1 mM  
  
β-galaktosidase REAGENS  
β-galaktosidase basebuffer 1x 
β-merkaptoetanol 52,9 mM 
ONPG 8,6 mM 
 
Tabell 2.10: Luciferase basebuffer og reagens 
Navn  Konsentrasjon 
LUCIFERASE BASEBUFFER (4x, pH 7,8)  
Tricin 80,00 mM 
MgSO4 10,68 mM 
(MgCO3)4 ∙ Mg(OH)2 ∙ 5H2O 4,28 mM 
EDTA 0,40 mM 
  
LUCIFERASE REAGENS  
Luciferase basebuffer (pH 7,8) 1x 
ATP 0,5 mM 
Koenzym A 0,2 mM 
DTT 5,0 mM 




Tabell 2.11: Resazurin/CFDA-AM-løsning for bestemmelse av celleviabilitet 
Navn  Konsentrasjon 
DMEM 10% FBS 1x 
Resazurin (0,15 mg/ml) 10 % 








Tabell 2.12: Ligander benyttet under eksponering i luciferase genreportersystem  
Ligand Beskrivelse Struktur Leverandør 































































2.10  Kit 
Tabell 2.13: Kit benyttet for plasmidrensing 
Kitnavn Beskrivelse Leverandør 
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Rensing av amplifiserte plasmid Macherey-Nagel 
 
2.11 Apparater 
Tabell 2.14: Oversikt ulike apparater benyttet og beskrivelse. 
Instrument Beskrivelse Leverandør 
Avanti® J-26 XP Centrifuge Sentrifuge (stort volum) Beckman Coulter® 
Bürker tellekammer Celletelling Marienfeld 
EnSpire™ 2300 Multilabel Reader Plateleser PerkinElmer 
G:BOX Avlesing av geler Syngene 
Heraeus Multifuge X3R Centrifuge Sentrifuge Thermo Scientific 
HS 501 Digital Risteplate IKA® - Werke 
Leica DM IL inverted microscope  Generelt cellearbeid Leica 
MilliQ A10 Advantage Deionisert H2O Merch Millipore 
Multitron Standard Inkubasjons-rister Infors HT 
Nanodrop 1000 Spectrophotometer Spektrofotometer Thermo Scientific 
New Brunswick™ Galaxy® 170 R CO2-inkubator Eppendorf 








Tabell 2.15: Oversikt ulike programvarer benyttet i masteroppgaven. 
Programvare Beskrivelse Leverandør 
ChemDraw Professional 15.0 Kjemikaliestrukturer PerkinElmer 
EndNote Kildelisteverktøy Thomson 
EnSpire Manager Plateleser PerkinElmer 
Excel 2016  Statistiske analyser Microsoft® 
GeneSnap Image Visualisering agarosegel Syngene 
ND-1000 Bestemmelse av plasmid 
konsentrasjon og renhet 
Thermo Scientific 
Prism 7 Statistiske analyser og tillaging 
av grafer 
GraphPad 
PowerPoint 2016 Illustrasjoner Microsoft® 





















3.1 Oversikt over eksperimentell del  
Det ble benyttet et etablert in vitro luciferase genreportersystem for å studere hvorvidt ulike 
kjemikalier evner å aktivere gmAhR2. ssAhR2β ble inkludert i forsøkene for 
artssammenligning. Fire plasmider, et reporterplasmid ((mh100)x4tk luciferase), et 
kontrollplasmid (pCMV β-galaktosidase) og to reseptorplasmider med innsatt gensekvens for 
henholdsvis gmAhR2 og ssAhR2β (pCMX GAL4-AHR2 eller pCMX GAL4-AHR2β) ble 
brukt i systemet. I første omgang ble reporter- og kontrollplasmid amplifisert i E. coli og renset. 
De to reseptorplasmidene med gensekvens for gmAHR2 og ssAHR2β var allerede renset og 
tilgjengelig ved miljøtoksikologilaboratoriet, UIB. I masteroppgaven ble optimaliseringer av 
systemet prøvd ut ved å variere inkubasjonstid og -temperatur under ligandeksponering. 
Oversikt over den eksperimentelle delen av masteroppgaven er skissert i Figur 3.1. 
 
 
Figur 3.1: Oversikt over eksperimentell del av masteroppgaven. Reporter- og kontrollplasmid 
ble amplifisert og renset for bruk i luciferase genreportersystemet. Videre ble luciferase 
genreportersystmet forsøkt optimalisert og benyttet i ligandaktiveringsforsøk med gmAhR2 og 





3.2 Amplifikasjon og rensing av DNA-plasmid 
Reporterplasmidet (mh100)x4tk luciferase) og kontrollplasmidet (pCMV β-galaktosidase) ble 
amplifisert i E. coli og renset ved hjelp av Nucleobond® Maxi/Midi kit som beskrevet under. 
Det ble tillagd startkulturer i LB-vekstmedium (Tabell 2.2) fra glyserolstamløsning (-80 °C) 
med E. coli celler som tidligere var transformert med enten (mh100)x4tk luciferase eller pCMV 
β-galaktosidase. Startkulturer ble inkubert med risting (250 rpm) ved 37 °C i 7-8 timer før 200 
mL LB-vekstmedium ble tilsatt 200 µL startkultur og inkubert over natten med samme 
betingelser.  
DNA-plasmidene ((mh100)x4tk luciferase og pCMV β-galaktosidase) ble renset fra 
overnattskulturen med bruk av Nucleobond® Midi/Maxi kit fra Macherey-Nagel. 
Bakterieceller ble høstet ved sentrifugering, og plasmid renset etter protokoll fra leverandør 
(Macherey-Nagel). I korte trekk lyseres bakteriecellene ved tilsetting av NaOH/SDS-løsning. 
Blandingen nøytraliseres deretter og cellekomponenter, proteiner og kromosomalt DNA felles 
ut for så å fjernes ved sentrifugering. DNA-plasmidene bindes deretter til en silikonmembran 
og gjennom ulike vaskesteg fjernes uønskede salter, metabolitter og cellekomponenter. 
Plasmidene elueres ved tilsetting av en alkalisk buffer og renses ytterligere ved isopropanol-
utfelling (100%). Videre resuspenderes plasmidene i ønskelig buffer, som i dette tilfellet var en 
Tris/HCl-buffer (pH 8,5) fra Macherey-Nagel. DNA konsentrasjon og A260/280 ratio ble målt 
spektrofotometrisk med NanoDrop-1000 (Thermo Scientific). Renset plasmid ble videre 
kontrollert ved agarose gelelektroferese (Metode 3.3). 
3.3 Kontroll av plasmider med agarose gelelektroferese (AGE) 
Agarose gelelektroferese (AGE) ble benyttet for å kontrollere at benyttede DNA-plasmider var 
i en supertvinnet konformasjon. Metoden separerer nukleinsyrer ut fra størrelse i et elektrisk 
felt. Deprotonerte nukleinsyrer er negativt ladet og vil i den porøse gelen vandre mot den 
positive polen, hvor vandringslengde er avhengig av størrelsen på nukleinsyrene. En 0,7 % 
agarose gelløsning ble tillaget som angitt i Tabell 2.3 og satt til å polymerisere i 20 min. Prøver 
(Tabell 3.1) med de ulike DNA-plasmidene ble applisert i brønner på gelen. 2-log DNA Ladder 
(4 µL) ble benyttet som molekylvektstandard. Separasjon ble utført på 110 V i 35 min med 






Tabell 3.1: Tillaging av prøver for kontroll av plasmider med agarose gelelektroferese. 
Navn Mengde 
Appliseringsbuffer 1 μL 
200 ng DNA-plasmid x μL 
MQ H2O  9 – x µL 
Total volum 10 μL 
 
3.4 Håndtering og kultivering av COS-7 celler 
Håndtering av COS-7 celler ble gjennomført med sterilteknikk på cellelaboratorium. COS-7 
celler lagret i frysemedium (DMEM 10 % FBS, 5 % DMSO) i flytende nitrogen ble tint og 
overført til friskt DMEM 10 % FBS vekstmedium (Tabell 2.7). DMSO ble fjernet ved å 
sentrifugere celleløsning på 500 x g i 5 min før supernatant ble fjernet og pellet resuspendert i 
DMEM 10% FBS. Celleløsning ble overført til en vekstskål (10 cm) og kultivert på 37 °C med 
5 % CO2. Ved 70-90 % konfluens ble celler splittet. Ved splitting ble gammelt vekstmedium 
fjernet og cellene vasket med 1x PBS-buffer, pH 7.4. Ved å trypsinere celler ble intercellulære 
interaksjoner brutt og cellene løsnet fra vekstskål. Trypsin-EDTA (0,05 % trypsin, 0,02 % 
EDTA) ble da tilsatt i 45 sekunder før cellene ble inkubert på 37 °C med 5 % CO2 i 5 min. 
Cellene ble resuspendert i friskt DMEM 10% FBS og en gitt mengde ble overført til en ny 
vekstskål med DMEM 10 % FBS etter ønsket forhold.   
3.5 Ligandaktivering ved bruk av luciferase genreportersystem 
Det ble benyttet et luciferase genreportersystem for å studere ligandaktivering av gmAhR2 og 
ssAhR2β. Metoden baserer seg på kotransfeksjon av et luciferasekodende reporterplasmid, et 
reseptorplasmid med rekombinant GAL4-DBD-AHR2 (evt. ssAHR2β), samt et β-
galaktosidasekodende kontrollplasmid som benyttes for normalisering av 
transfeksjonseffektiviteten. Reporterplasmidet reguleres av fire oppstrøms 
aktiveringssekvenser (UAS) for GAL4 (Forman et al., 1995). Etter transfeksjon uttrykkes 
fusjonsproteinet GAL4-DBD-AHR2. Ved ligandbinding til AhR2 induseres en 
konformasjonsendring i fusjonsproteinet og GAL4-DBD-AHR2 kan binde UAS og 
reportergenet luciferase uttrykkes. Det translaterte luciferase-enzymet omdanner D-luciferin til 
oxiluciferin i en reaksjon hvor lys frigis. Dette lyset kan detekteres og benyttes som et mål for 






Figur 3.2: Illustrasjon for luciferase genreportersystemet benyttet i masteroppgaven.  
1. Transfeksjon av reporter-, reseptor- og kontrollplasmid inn i COS-7 celler. 2. 
Ligandeksponering av gmAhR2 for kjente AhR-ligander og «nye» miljøgifter. 3. 
Ligandaktivering av AhR2 fører til transkribering av luciferase som omdanner luciferin til 
oxiluciferin i en reaksjon hvor lys dannes og kan detekteres. Modifisert fra Ueland (2013). 
 
3.5.1 Utsåing av COS-7 celler til 96-brønnsplate 
Celler med tilnærmet 80 % konfluens ble vasket og trypsinert som beskrevet i Metode 3.4. 
Cellekonsentrasjon ble bestemt ved bruk av Bürker tellekammer (Marienfeld) og en løsning 
med 5∙104 celler/mL ble tillagd. 100 µL celleløsning ble applisert til hver brønn på en 96-
brønnsplate for å oppnå ønsket antall celler per brønn (5000 celler/brønn). Utsådde celler ble 
inkubert ved 37 °C med 5 % CO2 i 24 timer.  
3.5.2 Transfeksjon av plasmider 
Transfeksjon ble utført et døgn etter utsåing av COS-7 celler. Cellene ble transfektert med 
pCMV β-galaktosidase kontrollplasmid, (mh100)x4tk luciferase reporterplasmid, samt enten 
reseptorplasmidet pCMX GAL4-AHR2 for torsk eller pCMX GAL4-AHR2β for laks. 
Transfeksjon ble utført ved bruk av TransIT®LT-1 transfeksjonsreagens (Mirus) etter protokoll 




3.5.2.1 Bestemmelse av masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid 
Basert på tidligere arbeid ble optimalt masseforhold bestemt ved å variere masseforholdet 
mellom reseptor- og reporterplasmid (Madsen, 2016). Tre ulike masseforhold for laks og torsk 
ble forsøkt som vist i Tabell 3.2 og Tabell 3.3. Ut fra resultater ble reseptor- og reporterplasmid 
forholdet 1:50 for torsk og 1:2 for laks benyttet i videre forsøk. 
Tabell 3.2: Oversikt over masseforholdet mellom plasmidene benyttet i luciferase 
genreportersystemet med gmAhR2. 
Plasmid 1:10 1:50 1:100 
pCMX β-galaktosidase 47,62 ng 49,50 ng 49,75 ng 
(mh100)x4tk luciferase 47,62 ng 49,50 ng 49,75 ng 
pCMV GAL4-AHR2 4,76 ng 0,99 ng 0,50 ng 
Totalt 100 ng 100 ng 100 ng 
 
Tabell 3.3: Oversikt over masseforholdet mellom plasmidene benyttet i luciferase 
genreportersystemet med ssAhR2β. 
Plasmid  1:2  1:5 1:10 
pCMX β-galaktosidase 40,00 ng 45,45 ng 47,62 ng 
(mh100)x4tk luciferase 40,00 ng 45,45 ng 47,62 ng 
pCMV GAL4-AHR2β 20,00 ng 9,09 ng 4,76 ng 
Totalt 100 ng 100 ng 100 ng 
 
3.5.3 Ligandeksponering 
Transfekterte celler ble etter 24 timers inkubering ved 37 °C, 5 % CO2, eksponert for ulike 
ligander løst i DMSO eller isooktan. Seriefortynninger ble tillagd for de ulike ligandene i 
fenolfritt DMEM 10 % ssFBS, hvor den endelige konsentrasjonen av løsemiddel ikke oversteg 
0,5 %. Vekstmedium med løsemiddel ble benyttet som negativ kontroll, mens BNF ble i 
forsøkene benyttet som positiv kontroll da denne er vist å kunne aktivere både  gmAhR2 og 
ssAhR2β (Madsen, 2016). Tabell 3.4 viser en oversikt over ligander som ble benyttet, samt 
eksponeringskonsentrasjoner. Hver eksponering ble gjennomført i tre tekniske replikater i minst 






Tabell 3.4: Oversikt ligander benyttet i luciferase genreporterforsøk for å studere aktivering 
av transkripsjonsfaktorene gmAhR2 og ssAhR2β.  
Kjemikalie Høyeste kons. µM Laveste kons. µM Fortynningsfaktor 
BNF 3,00 1,92 ∙ 10-4 5 
FICZ 0,10  2,14 ∙ 10-6 6 
Endosulfan b 10,00 6,40 ∙ 10-4 5 
Klorpyrifos b 20,00 1,28 ∙ 10-3 5 
D5 b 10,00 6,40 ∙ 10-4 5 
D4 b 10,00 6,40 ∙ 10-4 5 
PCB 77 0,34  2,91 ∙ 10-5 5 
PCB 105 10,00 6,40 ∙ 10-4 5 
PCB 126 10,00 6,40 ∙ 10-4 5 
TCDD 0,10 6,40 ∙ 10-6 5 
B(a)P 20,00 1,00 ∙ 10-4 -a 
a) B(a)P ble først fortynnet 1:2 og deretter med fortynningsfaktor 10. 
b) Såkalte «nye» miljøgifter 
 
3.5.4 Lysering av celler og måling av β-galaktosidase- og luciferaseaktivitet 
Etter ligandeksponering ble celler lysert og β-galaktosidase- og luciferaseaktivitet bestemt. 
Lyseringsreagens ble tillagd som angitt i Tabell 2.8, og 140 μL applisert til hver brønn med 
celler. Cellene ble lysert i 30 min med konstant risting. Videre ble lysat (50µL) fra hver brønn 
overført til henholdsvis en 96-brønnsplate (Nunc™) for luminicens måling av 
luciferaseaktivitet, og til en 96-brønnsplate (Nunc™) for måling av β-galaktosidaseaktivitet 
med absorbans (420 nm).  
Brønner på plate for måling av β-galaktosidaseaktivitet ble tilsatt ONPG (Tabell 2.9) og 
inkubert i romtemperatur i 15 min. Absorbans ble deretter målt ved 420 nm med en EnSpire 
2300 Multilabel Reader (PerkinElmer). Hvit luminescens plate (Nunc™) med lysat ble tilsatt 
D-luciferin (Tabell 2.10), og luminescens ble målt direkte etter tilsetting med EnSpire 2300 
Multilabel Reader (PerkinElmer). 
Luciferaseaktivitet ble normalisert ut fra målt β-galaktosidaseaktivitet, for å utjevne eventuelle 
forskjeller i transfektert plasmidmengde mellom ulike replikater. Resultater oppgis som fold 
endring i målt luminescens mellom eksponerte celler og kontrollceller eksponert for kun 
løsemiddel.  
3.5.5 Optimalisering av luciferase genreportersystemet 
Inkubasjonstid og temperatur under ligandeksponering ble variert i et forsøk på å optimalisere 




3.5.5.1 Effekt av temperatur på luciferase genreporter-respons 
For å studere hvorvidt senket temperatur under ligandeksponering kunne forbedre sensitiviteten 
til luciferase genreportersystemet ble inkubasjonstemperaturen endret fra 37 °C til 33 °C. Valg 
av inkubasjonstemperatur på 33 °C baseres på tidligere studier (Zhao et al., 2010). Foruten 
endret temperatur under ligandeksponering ble luciferase genreporterforsøkene gjennomført 
som beskrevet i Metode 3.5.1-3.5.4. 
3.5.5.2 Effekt av eksponeringstid på luciferase ligandaktiveringssystemet 
I masteroppgaven ble også aktivering av gmAhR2/ssAhR2β for et utvalg ligander studert ved 
ulike eksponeringstider. Basert på tidligere resultater ble cellene eksponert for en gitt 
konsentrasjon av ligandene BNF, FICZ, B(a)P og TCDD (Tabell 3.5). For å studere hvordan 
aktiveringen av AhR varierte med eksponeringstid ble luciferaseaktivitet målt etter 2t, 4t, 6t, 
12t og 24t. Luciferase genreporterforsøkene ble ellers gjennomført som beskrevet i Metode 
3.5.1-3.5.4.   
Tabell 3.5: Ligander benyttet for å studere aktivering av AhR etter ulike eksponeringstider.  
Ligand Konsentrasjon 
BNF 0,6 µM 
FICZ 0,0027 µM 
B(a)P 10 µM 
TCDD 0,1 µM 
 
3.6 Celleviabilitet 
For å kontrollere om ligandeksponeringen påvirket celleviabilitet ble to endepunkter som måler 
membran-integritet og metabolsk aktivitet studert (Tabell 2.11) (Schreer et al., 2005). 
Transfekterte celler (AhR2 fra torsk) ble inkubert med de ulike ligandene (tre høyeste 
konsentrasjoner) (Tabell 3.4), løsemiddel, vekstmedium (negativ kontroll) og 1% Triton X-100 
i vekstmediet (positiv kontroll for celledød). Etter 24 timers eksponering (33 °C eller 37 °C) 
ble 100 µL av resazurin/CFDA-AM løsningen applisert til hver brønn og inkubert i 1 time på 
33 °C / 37 °C med 5 % CO2. Fluorescenssignaler ble målt for resazurin (eksitasjon 530 nm, 
emisjon 590 nm) og CFDA-AM (eksitasjon 485 nm, emisjon 530 nm) med EnSpire 2300 
Multilabel Reader (Perkin Elmer). Celleviabilitet ble beregnet som prosent av transfekterte 




3.7 Statistiske beregninger 
Statistiske beregninger ble utført ved bruk av Excel 2016 (Microsoft®) og Prism 7 (Graphpad). 
Kruskal-Wallis en-veis ANOVA med Dunn’s post hoc test ble benyttet for å beregne 
signifikante forskjeller mellom ueksponerte og eksponerte celler i ligandaktiveringsforsøkene. 
For å beregne signifikante forskjeller i celleviabilitet mellom ueksponerte og eksponerte COS-


















4.1 Kontroll av DNA-plasmider benyttet i LGS 
De ulike plasmidene som ble benyttet i luciferase 
genreportersystemet ble i første omgang kontrollert 
for renhet og plasmidkonfigurasjon. Konsentrasjon 
og renhet for de ulike plasmidene ble målt 
spektrofotometrisk ved bruk av NanoDrop-1000 
(Thermo Scientific). Det ble beregnet en A280/260-
ratio fra 1,85 til 1,91 (Tabell 4.1) for de ulike DNA-
plasmidene, noe som tyder på lite eller ingen kontaminering av proteiner. Videre ble agarose 
gelelektroforese gjennomført for å kontrollere konformasjonen til de ulike plasmidene. De 
amplifiserte og rensede plasmidene pCMV β-galaktosidase og (mh100)4xtk luciferase, samt 
reseptorplasmidene (pCMX GAL4-AHR2 og pCMX GAL4-AHR2β) som allerede var 
amplifisert og renset av Madsen (2016), ble separert ved AGE som beskrevet i Metode 3.3. 
Hovedandelen av plasmidene var i supertvunnet konfigurasjon (Figur 4.1 og Figur 4.2), som er 
ønskelig for en optimal transfeksjon inn i COS-7 cellene. 
 
Figur 4.1: Kontroll av plasmidkonformasjon til reseptorplasmider med AGE. Som indikert 
over gelen, ble reseptorplasmidene pCMX GAL4-AHR2 (gmAHR2) og pCMX GAL4-AHR2β 
(ssAhR2β) (200 ng) separert ved AGE i en 0,7 % agarosegel. S = 2 Log DNA Ladder (0,1-10,0 
kb). 
Tabell 4.1: A280/260-ratio for de ulike 
plasmidene benyttet i masteroppgaven 
Plasmid A280/260 
mh(100)x4tk luciferase 1,91 
pCMV β-galaktosidase 1,85 
pCMX GAL4-AHR2 1,86 






Figur 4.2: Kontroll av konformasjonen til reporter- og kontrollplasmider med AGE. 200 ng 
av plasmidene (mh100)x4tk luciferase og pCMV β-galaktosidase (indikert over gelen) ble 
separert med AGE i en 0,7 % agarosegel. S = 2 Log DNA Ladder (0,1-10,0 kb). 
 
4.2 Bestemmelse av optimalt masseforhold mellom reseptor- og 
reporterplasmid for ligandaktiveringsstudier 
For å bestemme optimalt masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid ble ulike 
masseforhold prøvd ut før eksponeringsforsøkene startet, og ble gjennomført som beskrevet i 
Metode 3.5.1-3.5.4.  
Tre ulike masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid (1:10, 1:50, 1:100 (Tabell 3.2)) 
ble forsøkt ved eksponering av COS-7 celler transfektert med plasmidet pCMX GAL4-AHR2 
for AhR-agonistene BNF og FICZ (Figur 4.3). Det ble målt økende aktiveringseffekt med 
synkende masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid. Plasmidforholdet 1:100 gav 
høyest gjennomsnittlig aktivering av de tre masseforholdene som ble testet, men med relativt 
store standardavvik sammenlignet med 1:50 og 1:10. I videre ligandaktiveringsforsøk ble derfor 







Figur 4.3: Bestemmelse av masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid for pCMX 
GAL4-AHR2. Tre masseforhold (1:10, 1:50 og 1:100) ble testet ved eksponering av 
transfekterte COS-7 celler for BNF og FICZ. Fold aktivering ble beregnet som målt 
luciferaseaktivitet i eksponerte celler over kontrollceller. Resultater gitt som gjennomsnittlig 
fold aktivering ± standardavvik. n ≥ 9. 
 
For bestemmelse av optimalt masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid for pCMX 
GAL4-AHR2β, ble masseforholdene 1:2, 1:5 og 1:10 forsøkt ved eksponering av transfekterte 
COS-7 celler for BNF og FICZ. Det ble ikke observert tydelige forskjeller i maksimal 
aktivering, men for masseforholdet 1:2 ble det funnet lavere standardavvik sammenlignet med 




Figur 4.4: Bestemmelse av masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid for pCMX 
GAL4-AHR2β. Masseforhold 1:2, 1:5 og 1:10 ble forsøkt ved eksponering av transfekterte 
COS-7 celler for AhR agonistene BNF og FICZ. Resultater er fremstilt som gjennomsnittlig 






4.3 Optimalisering av luciferase genreportersystemet  
Foruten å studere ligandaktivering av gmAhR2 og ssAhR2β ble både inkubasjonstemperatur 
og eksponeringstiden variert for å vurdere mulige optimaliseringer av luciferase 
genreportersystemet benyttet i oppgaven. Optimaliseringsforsøkene ble utført som beskrevet i 
Metode 3.5.5.  
4.3.1 Effekt av inkubasjonstemperatur under eksponering 
COS-7 celler transfektert med gmAhR2 eller ssAhR2β ble eksponert for BNF og FICZ og 
inkubert ved 33 °C eller 37 °C i 24 timer før luciferase- og β-galaktosidaseaktivitet ble målt. 
Resultater er beregnet som fold økning i luciferaseaktivitet mellom kontroll- (DMSO 0,1%) og 
eksponerte celler. For celler eksponert for BNF og FICZ ble det målt signifikant lavere 
aktivering ved 33 °C sammenlignet med 37 °C for gmAhR2 (Figur 4.5). For ssAhR2β inkubert 
ved 33 °C ble det målt lavere, men ikke signifikant forskjell i gjennomsnittlig aktivering 
sammenlignet med inkubasjon ved 37 °C (Figur 4.6). Videre ble det ved inkubering i 24 timer 
på 33 °C observert signifikant høyere bakgrunnsaktivitet (p < 0,0001) i ueksponerte celler 
sammenlignet med inkubering på 37 °C (Figur 4.7) 
 
 
Figur 4.5: Effekt av endret inkubasjonstemperatur på luciferase genreportersystemet ved 
ligandaktivering av gmAhR2. Under ligandeksponering av COS-7 celler ble 
inkubasjonstemperatur endret fra 37 °C til 33 °C. Aktivering av gmAhR2 ble målt etter 24t. 





Figur 4.6: Effekt av endret inkubasjonstemperatur på luciferase genreportersystemet ved 
ligandaktivering av ssAhR2β. Under ligandeksponering av COS-7 celler ble 
inkubasjonstemperatur endret fra 37 °C til 33 °C. Aktivering av ssAhR2β ble målt etter 24t. 
Resultater er fremstilt som gjennomsnittlig fold aktivering ± SD.   
 
 
Figur 4.7: Forskjell i målt bakgrunnsaktivitet for COS-7 celler inkubert ved 33 °C og 37 °C. 
Bakgrunnaktivitet gitt som detektert relativ luminicens enhet (RLE) for ueksponerte COS-7 
celler transfektert med luciferase reporterplasmid. p < 0,0001 = ***, n ≥ 30. 
 
4.3.2 Aktivering av AhR2 og AhR2β ved ulike eksponeringstider 
Det har tidligere blitt vist at eksponeringstid benyttet i genreportersystem kan påvirke 
maksimalt luciferasesignal (Pieterse et al., 2013). Med bakgrunn i dette ble eksponeringstiden 
med ulike ligander forsøkt variert. Luciferaseaktivitet ble målt ved eksponering av gmAhR2 
ved 2t, 4t, 6t, 12t og 24t for et utvalg av ligander. Det ble valgt ut 4 ligander basert på tidligere 
aktiveringsforsøk (Resultat 4.4). Foruten endret eksponeringstid ble forsøkene gjennomført 
som beskrevet i Metode 3.5.1-3.5.4. Det ble målt økende aktivering av AhR2 de 24 første 





Figur 4.8: Ligandaktivering av gmAhR2 etter ulike eksponeringstider. COS-7 celler 
transfektert med pCMX GAL4-AHR2 ble i et luciferase genreportersystem eksponert for en gitt 
konsentrasjon av kjente AhR-ligander for å studere aktivering i tiden etter eksponering. Fold 
aktivering er beregnet som målt luciferaseaktivitet i eksponerte celler over kontrollceller 
eksponert for løsemiddel. Gjennomført i minst tre uavhengige forsøk med tre replikater i hvert 
individuelle forsøk. 
 
4.4 Ligandaktivering av gmAhR2 og ssAhR2β  
Resultater fra ligandaktiveringsforsøkene vil bli presentert i to deler: ligander som betegnes 
som «nye» miljøgifter, og kjente AhR-ligander. Forsøkene i å optimalisere genreportersystemet 
førte ikke til økt sensitivitet eller aktiveringsrespons, og ligandaktivering av gmAhR2 og 
ssAhR2β ble utført med den opprinnelige prosedyren (Metode 3.5.1-3.5.4).  
4.4.1 Ligandaktivering etter eksponering for pesticider og siloksaner 
Pesticidene endosulfan og klorpyrifos, samt siloksanene D4 og D5 ble i dette forsøket testet for 
potensiell agonistisk evne overfor gmAhR2 og ssAhR2β (Figur 4.9 og Figur 4.10). Det ble ikke 
observert en dose-respons aktivering av AhR for noen av kjemikaliene ved de konsentrasjoner 
som ble benyttet i forsøkene, og det ser tilsynelatende ut til at de ikke utøver noen agonistisk 
effekt på gmAhR2 og ssAhR2β (Figur 4.9 og Figur 4.10). ssAhR2β eksponert for D5 antyder 




funnet signifikant lavere uttrykking. Konsentrasjoner for maksimal aktivering og laveste 
signifikante aktivering for gmAhR2 og ssAhR2β er listet i Tabell 4.2 og Tabell 4.3.  
 
 
Figur 4.9: Ligandaktivering av gmAhR2 ved eksponering for utvalgte pesticider og 
siloksaner. Ligandaktivering uttrykkes som fold økning av luciferaseaktivitet i eksponerte celler 
over kontrollceller eksponert for kun løsemiddel. Resultater gitt som gjennomsnittlig fold 





Figur 4.10: Ligandaktivering av ssAhR2 ved eksponering for utvalgte pesticider og 
siloksaner. Ligandaktivering uttrykkes som fold økning av luciferaseaktivitet i eksponerte celler 
over kontrollceller eksponert for kun løsemiddel. Resultater gitt som gjennomsnittlig fold 
aktivering ± standardavvik, n = 9. p < 0,05 = *. 
 
4.4.2 Aktivering av gmAhR2 og ssAhR2β ved eksponering for kjente AhR-ligander 
Sju ulike kjente AhR-ligander (Tabell 3.5) ble benyttet for studere aktivering av gmAhR2 og 
ssAhR2β. gmAhR2 ble aktivert ved eksponering for BNF, FICZ, B(a)P, TCDD og PCB 126 
(Figur 4.11). FICZ førte til signifikant økning i aktivering ved henholdsvis 12,7 pM (3,1 ± 1,9 
fold), og aktiverte gmAhR2 ved lavest konsentrasjon av de kjemikaliene som ble benyttet. 
Høyest aktivering (18,2 ± 1,7) ble målt for B(a)P ved 20 µM. PCB 77 og 105 viste ingen dose-
respons aktivering av gmAhR2 ved konsentrasjonene som ble benyttet i disse 
eksponeringsforsøkene (Figur 4.11). For de syv kjemikaliene ble et platå i dose-responskurven 
nådd for PCB 126 og FICZ (Figur 4.11). 
Tilsvarende ble det observert en dose-respons aktivering av ssAhR2β ved eksponering for BNF, 
FICZ, TCDD og B(a)P. For utenom FICZ (28,7 ± 15,2 fold ved 16,6 nM) var maksimal 
aktivering for disse stoffene lavere for ssAhR2β sammenlignet med gmAhR2 (Tabell 4.2 og 
Tabell 4.3).  FICZ aktiverte ssAhR2β ved lave konsentrasjoner, hvor minste signifikante 






Figur 4.11: Ligandaktivering av gmAhR2 etter eksponering for kjente AhR-ligander. Fold 
aktivering ble beregnet som målt luciferaseaktivitet i eksponerte celler over kontrollceller som 
kun ble eksponert for løsemiddel, og oppgitt som gjennomsnittsverdier ± SD. Signifikante 
forskjell mellom eksponerte- og ueksponerte celler er merket ved p < 0,05=*, p < 0,01=** og 





Figur 4.12: Ligandaktivering av ssAhR2β etter eksponering for kjente AhR-ligander. Fold 
aktivering ble beregnet som målt luciferaseaktivitet i eksponerte COS-7 celler over 
kontrollceller eksponert for kun løsemiddel. Signifikante forskjeller mellom eksponerte- og 




4.4.3 Maksimal- og laveste signifikante aktivering av gmAhR2 og ssAhR2β 
Ut fra målt luciferase- og β-galaktosidaseaktivitet ble fold aktivering for gmAhR2 og ssAhR2β 
beregnet. Konsentrasjonene for maksimal- og laveste signifikante aktivering, samt fold 
aktivering av gmAhR2 og ssAhR2β for 11 ulike ligander er vist i (Tabell 4.2 og Tabell 4.3). 
Tabell 4.2: Konsentrasjoner for maksimal- og lavest signifikante aktivering av gmAhR2. 
Signifikant endring i aktivering mellom eksponerte celler og kontrollceller (inkubert i 
løsemiddel) ble beregnet ved bruk av Kruskal-Wallis en-veis ANOVA med Dunn’s post hoc test, 
p < 0,05.  
 Maksimal aktivering Laveste signifikante aktivering 
Ligand Fold ± SD Kons. (µM) p-verdi Fold ± SD Kons. (µM) p-verdi 
BNF 8,1 ± 3,4 3,00 <0,0001 1,9 ± 0,5 4,80∙10-3 0,0016 
FICZ 9,4 ± 5,0 1,66∙10-2 <0,0001 3,1 ± 1,9 1,27∙10-5 0,044 
TCDD 5,2 ± 2,8 0,10 <0,0001 1,9 ± 0,8 4,00∙10-3  0,007 
B(a)P 18,2 ± 1,7 20,00 <0,0001 4,1 ± 1,1 1,00∙10-2  0,0005 
PCB 77 1,5 ± 0,8 0,34 - - -  
PCB 105 0,9 ± 1,4 10,00 - - -  
PCB 126 3,1 ± 1,5 0,40 <0,0001 3,1 ± 1,5 0,40 <0,0001 
Endosulfan 1,6 ± 0,9 1,60∙10-2 - - - - 
Klorpyrifos 1,3 ± 0,7 6,4∙10-3 - - - - 
D4 1,1 ± 0,4 0,40 - - - - 
D5 1,8 ± 0,8 3,20∙10-2 0,046 1,8 ± 0,8 3,20∙10-3 <0,0001 
1: Fold aktivering beregnet som målt luciferaseaktivitet i eksponerte celler over kontrollceller (inkubert med 
løsemiddel). 
2: SD = Standardavvik, n ≥ 9 
 
Tabell 4.3: Konsentrasjoner for maksimal- og lavest signifikante aktivering ssAhR2β. 
Signifikant endring i aktivering mellom eksponerte celler og kontrollceller (inkubert i 
løsemiddel) ble beregnet ved bruk av Kruskal-Wallis en-veis ANOVA med Dunn’s post hoc test, 
p < 0,05. 
 Maksimal aktivering Laveste signifikante aktivering 
Ligand Fold ± SD Kons. (µM) p-verdi Fold ± SD Kons. (µM) p-verdi 
BNF 5,6 ± 2,1 3,00 <0,0001 1,9 ± 0,8 4,80∙10-3 0,0016 
FICZ 28,7 ± 15,2 1,66∙10-2 <0,0001 7,1 ± 4,0 4,63∙10-4 0,044 
TCDD 3,2 ± 1,3 0,10 <0,0001 3,2 ± 1,3 0,10 0,007 
B(a)P 5,7 ± 2,0 20,00 <0,0001 1,9 ± 1,3 0,10 0,0005 
PCB 77 1,9 ± 1,9 6,85∙10-2 - - - - 
PCB 105 1,7 ± 1,1 2,00 - - - - 
PCB 126 1,1 ± 0,4 0,40 - - - - 
Endosulfan 1,9 ± 0,7 3,20∙10-3 - - - - 
Klorpyrifos 1,6 ± 0,7 3,20∙10-4 - 0,6 ± 0,1 4,00 0,014 
D4 1,1 ± 1,0 1,60∙10-2 - - - - 
D5 0,9 ± 0,5 0,08 - 0,6 ± 0,3 3,20∙10-3 0,046 
1: Fold beregnet som målt luciferaseaktivitet eksponerte celler over kontrollceller (inkubert med løsemiddel). 







For å kontrollere celleviabilitet etter ligandeksponering ble eksponerte celler inkubert med en 
resazurin/CFDA-AM løsning (Metode 3.6). Både resazurin og CFDA-AM omdannes til 
fluorescerende forbindelser av levende celler og kan detekteres fluorimetrisk som et mål for 
henholdsvis metabolsk aktivitet og membran-integritet. Celleviabilitet ble målt for celler 
inkubert både på 33 °C og 37 °C. Det ble observert nedsatt metabolisme for celler inkubert med 
løsemiddelet isoktan (0,5 %) og PCB 77 løst i isoktan (0,5%) (Figur 4.13). Det ble videre ikke 
observert nedsatt celleviabilitet under ligandeksponering med de betingelser benyttet i 
oppgaven (Figur 4.13, Figur 4.14 og Figur 4.15). Det ble detektert signifikant lavere fluorescens 
(p < 0,0001) for celler inkubert med resazurin på 33 °C sammenlignet med inkubasjon på 37 
°C (Figur 4.16). 
 
Figur 4.13: Celleviabilitet for COS-7 celler eksponert for kjente AhR-ligander. Celleviabilitet 
ble målt ved tilsetting av resazurin/CFDA-AM løsning som mål for metabolsk aktivitet og 
membran-integritet. For ligandene brukt i oppgaven ble de tre høyeste konsentrasjonene 
benyttet (lav-høy) i celleviabilitetsforsøket. Celleviabilitet er gitt som prosent av ueksponerte 







Figur 4.14: Celleviabilitet for COS-7 celler etter eksponering for utvalgte pesticider og 
siloksaner. Celleviabilitet ble målt ved tilsetting av resazurin/CFDA-AM løsning som mål for 
metabolsk aktivitet og membran-integritet. For ligandene brukt i oppgaven ble de tre høyeste 
konsentrasjonene benyttet (lav-høy) i celleviabilitetsforsøket. Celleviabilitet er gitt som prosent 
av ueksponerte celler (100%) ± SD. Signifikant nedgang celleviabilitet ble beregnet ved t-test, 
n = 3, p < 0,05=*  
 
 
Figur 4.15: Celleviabilitet for COS-7 celler inkubert på 33 °C under ligandeksponering. En 
resazurin/CFDA-AM løsning ble tilsatt COS-7 celler for å vurdere celleviabilitet mellom 
ueksponerte- og eksponerte celler. For ligandene brukt i oppgaven ble de tre høyeste 
konsentrasjonene benyttet (lav-høy) i celleviabilitetsforsøket. Resultater er oppgitt som prosent 
av ueksponerte celler der viabiliteten ble satt til 100%. Signifikante forskjeller ble beregnet ved 






Figur 4.16: Metabolsk aktivitet i ueksponerte COS-7 celler inkubert ved 33 °C og 37 °C. Som 
et mål for metabolsk aktivitet ble celler tilsatt rezasurin og fluorescens detektert, RFE – relativ 






















I denne oppgaven har ligandaktivering av AhR2 fra atlanterhavstorsk (gmAhR2) ved 
eksponering for både kjente AhR-ligander og «nye» miljøgifter blitt studert. Det har blitt vist 
at gmAhR2 aktiveres av blant annet TCDD, men de såkalte «nye» miljøgiftene viste ikke 
aktiveringspotensial for gmAhR2 ved de konsentrasjoner som ble benyttet i oppgaven. Ulike 
optimaliseringer av genreportersystemet ble prøvd ut og det ble vist at inkubasjonstemperatur 
og -tid under ligandeksponering ikke førte til økt sensitivitet og aktiveringsrespons for 
UAS/GAL4-systemet. Resultater vil videre bli diskutert i forhold til aktuell litteratur.  
5.1 Optimalisering av luciferase genreportersystem  
I oppgaven ble det benyttet et UAS/GAL4 luciferase genreportersystem for å studere 
ligandaktivering av gmAhR2 og ssAhR2β. Det finnes flere ulike typer genreportersystem som 
har blitt benyttet for å studere AhR, hvor CALUX-systemet er spesielt utbredt (Murk et al., 
1996). Genreportersystem har vist seg å være effektive og sensitive metoder for å kartlegge 
mulige AhR-ligander (Takeuchi et al., 2008, Nagy et al., 2002). Det er allikevel et ønske om å 
optimalisere UAS/GAL4-systemet, spesielt med tanke på økt sensitivitet og aktiveringsrespons, 
da dette vil kunne føre til forbedring i studier på svake agonister og eksponering ved svært lave 
konsentrasjoner (He et al., 2011). Videre er det et ønske om økt kunnskap om artsforskjeller i 
AhR-aktiveringsprofiler, noe som kan oppnås ved bruk av genreportersystem med AhR-
ortologer fra ulike arter.  
Det har tidligere blitt vist at senket inkubasjonstemperatur under ligandeksponering kan øke 
både sensitivitet og aktiveringsresponsen i CALUX-systemet (Zhao et al., 2010, He et al., 2011, 
Chao et al., 2012). Zhao et al. (2010) fant i sin studie at senket inkubasjonstemperatur til 33 °C 
fra 37 °C førte til 5-15 folds økning i luciferaseaktivitet, og resulterte i lavere deteksjonsgrense 
for TCDD. Samme tendens er observert i et tilsvarende CALUX-system for ER, og 
optimaliseringen knyttes til luciferase reporterplasmidet og ikke til aktiveringsmekanismen til 
AhR (Zhao et al., 2010). En mulig årsak til økt sensitivitet er at luciferase-enzymet sin optimale 
temperatur trolig er lavere enn 37 °C grunnet dens temperatur i fysiologiske betingelser (Zhao 
et al., 2010). I denne oppgaven ble det derimot funnet lavere aktivering av gmAhR2 og 
ssAhR2β ved senket inkubasjonstemperatur til 33 °C sammenlignet med eksponering ved 37 
°C. Til tross for lavere aktivering ved 33 °C, ble det detektert signifikant høyere 
bakgrunnssignal hos ueksponerte celler inkubert ved 33 °C sammenlignet med inkubasjon ved 




inkubert på 33 °C enn ved 37 °C, og kan derfor ha påvirket COS-7 cellenes respons til 
ligandeksponeringen og produksjonen av mengde luciferase-enzym. Det kan tenkes at 
forskjeller mellom UAS/GAL4-systemet og CALUX-systemet, samt forskjell mellom 
cellelinjer (både art og vev), er årsaken til at det i oppgaven ikke ble observert samme tendensen 
som vist i tidligere studier. 
Kjemikaliers evne til å bli metabolisert har tidligere blitt påpekt som en faktor i 
aktiveringsstudier (Hoogenboom et al., 2006, Windal et al., 2005). Høyere aktivering av B(a)P 
er funnet etter 6 timer eksponering sammenlignet med 24 timer eksponering i et CALUX-
system (Pieterse et al., 2013). B(a)P kan gjennom ligandaktivering av AhR indusere 
transkripsjon av CYP-enzymer og med dette stimulere sin egen metabolisme (Casarett et al., 
2010). I motsetning til B(a)P er TCDD mer persistent og brytes ikke ned i celler, og det har blitt 
vist stigende aktivering med økende eksponeringstid i CALUX studier (Takeuchi et al., 2008, 
Pieterse et al., 2013). I oppgaven ble det observert en stigende aktivering med økt 
eksponeringstid for gmAhR2 ved eksponering for TCDD, BNF, FICZ og B(a)P. Hoogenboom 
et al. (1999) viste i sin studie forskjeller i aktivering i et CALUX-system ved fire timer versus 
20 timer ved lave og høye konsentrasjoner av B(a)P. Konsentrasjoner lavere enn 0,1 µM var 
ikke mulig å detektere ved eksponering i 20 timer i dette systemet (Hoogenboom et al., 1999). 
Videre var det for høye konsentrasjoner sterkere aktivering ved 20 timer sammenlignet med 4 
timer eksponering. I oppgaven ble det studert kun en konsentrasjon av B(a)P, som var svært 
høy (10 µM). Basert på Hoogenboom et al. (1999) sine funn kan det tenkes at økende aktivering 
funnet i oppgaven skyldes at mengden B(a)P var for høy til at cellene rakk å metabolisere stoffet 
før eksponeringstiden var over. Også i Pieterse et al. (2013) sin studie ble effekten av temperatur 
studert ved lave konsentrasjoner (10 nM). En annen årsak til at det i oppgaven ble observert 
høyere aktivering ved økt eksponeringstid sammenlignet med tidligere studier kan være 
forskjell i cellelinjer. I de to overnevnte studiene ble det benyttet stabilt transfekterte cellelinjer 
fra rottelever, og leverceller har spesielt høy metabolisme og tilstedeværelse av 
biotransformasjonsenzymer (Casarett et al., 2010). Ut fra funnene i oppgaven og basert på 
tidligere studier kan det tyde på at kortere eksponeringstid er spesielt viktig ved lave 
konsentrasjoner, hvor inkubering i 24 timer kan føre til feilberegning av laveste 
aktiveringskonsentrasjon og EC50.  
5.2 Utvalgte pesticider og siloksaner som mulige agonister for AhR2 
I torskens leveområdet blir det i dag funnet økte nivåer av såkalte «nye» miljøgifter (Vorkamp 




«nye» miljøgiftene (Bao et al., 2015). I oppgaven ble det derfor valgt å studere mulig aktivering 
av gmAhR2 ved eksponering for pesticidene endosulfan og klorpyrifos, samt siloksanene D4 
og D5.  
Man finner spesielt økende konsentrasjoner av siloksanet D5 i miljøet, da dette kjemikaliet er 
mer persistent sammenlignet med D4 og D6 (Gobas et al., 2015). In vivo studier på storhodet 
ørekyte (Pimephales promelas) og regnbueørret viser at D5 akkumulerer i fisk (Parrott et al., 
2013, Woodburn et al., 2013). Nivåer av D4, D5 og D6 ble også funnet i lever hos 
Atlanterhavstorsk utenfor Tromsø, hvor mengden D5 dominerte (Warner et al., 2014). Effekten 
av økt konsentrasjon siloksaner i akvatiske miljø er ikke fullstendig kartlagt, men mye tyder på 
at fisk ikke er en utsatt gruppe basert på toksisitet, eksponering og bioakkumulering i 
organismer (Fairbrother et al., 2015, Parrott et al., 2013). Det ble ikke funnet aktivering av 
gmAhR2 eller ssAhR2 for de konsentrasjonene som ble benyttet i oppgaven. Eventuell 
toksisitet forårsaket av siloksaner ser ikke ut til å virke gjennom binding til gmAhR2 og 
ssAhR2β basert på funnene i denne oppgaven. 
Endosulfan har vist seg å være toksisk for fiskearter som regnbueørret og zebrafisk (Wan et al., 
2005). CYP1A er en utbredt biomarkør for eksponering av miljøgifter som utøver toksisitet 
gjennom AhR, og kan kvantifiseres ved blant annet kvantitativ polymerase kjedereaksjon, 
enzym-tilknyttede immunosorbent analyse (ELISA), western blott og 7-etoksyresourfin-O-
deetylase (EROD) (enzymatisk aktivitet). In vivo og in vitro studier viser motsigende resultater 
ved kvantifisering av CYP1A induksjon i fisk etter eksponering for endosulfan, men enkelte 
studier antyder at denne forbindelsen evner å aktivere AhR (Krøvel et al., 2010, Søfteland et 
al., 2014, Coimbra et al., 2007, Glover et al., 2007). Ved in vitro eksponering for klorpyrifos 
(10 µM) er det blitt påvist økte mRNA nivåer av CYP1A i hepatocytter fra laks (Søfteland et 
al., 2014), men i en in vivo studie på karpe ble det derimot ikke funnet økte nivåer av CYP1A 
transkript (Fu et al., 2013). Aktivering av AhR fra pattedyr ved eksponering for klorpyrifos er 
vist ved bruk av ulike CALUX-system (Takeuchi et al., 2008, Long et al., 2003, Medjakovic et 
al., 2014). I denne oppgaven ble det ikke observert agonistisk dose-respons aktivering av 
gmAhR2 og ssAhR2β ved eksponering for verken endosulfan og klorpyrifos. Grunnet 
varierende funn i tidligere studier kan allikevel ikke aktivering ved høyere konsentrasjoner og 
aktivering av andre AhR-varianter hos laks og torsk utelukkes. I oppgaven ble det vist at noen 
få enkeltkonsentrasjoner av klorpyrifos og siloksan D5 var signifikant ulike i forhold til 
kontrollceller, men grunnet variasjoner i systemet og høy p-verdi representerer dette antakelig 




5.3 Ligandaktivering av gmAhR2 ved eksponering for kjente ligander 
Dioksiner og dioksinlike PCBer er kjente AhR-ligander, og TCDD er en vanlig 
modellforbindelse i studier av AhR. Det har tidligere blitt vist at TCDD kan binde ulike AhR-
varianter hos fisk, inkludert ssAhR2β benyttet i denne oppgaven (Abnet et al., 1999b, Hansson 
and Hahn, 2008, Bak et al., 2013, Karchner et al., 2005). Videre er det gjennom knock-out 
studier på zebrafisk bekreftet at TCDD toksisitet er mediert via zfAhR2 (Prasch et al., 2003). 
TCDD har tidligere ikke blitt benyttet for å studere aktivering av gmAhR2 in vitro, og i 
oppgaven ble det vist at TCDD kan aktivere gmAhR2. Signifikant aktivering ble nådd ved 
eksponering for 4 nM (1,9 ± 0,5), og aktiverer med dette gmAhR2 ved den laveste 
konsentrasjon av de antropogene stoffene benyttet i oppgaven. Aktivering av AhR ved 
eksponering for TCDD har vist seg å variere med art, metode og AhR-variant. EC50 er i disse 
studiene funnet å være fra 0,036-5,9 nM for ulike AhR-varianter og arter (Abnet et al., 1999a, 
Karchner et al., 2005, Bak et al., 2013, Hansson and Hahn, 2008, Doering et al., 2015). I 
oppgaven ble det funnet at ssAhR2β er mindre sensitiv enn gmAhR (ble aktivert ved 100 nM 
TCDD), og det er tidligere vist at ssAh2β ikke er en sensitiv AhR2-variant hos laks (Hansson 
and Hahn, 2008). EC50 for ssAhR2β er i en tidligere studie beregnet til 0,4 nM ± 0,1, som er 
lavere enn funnene i denne oppgaven. Forskjellen kan skyldes ulikheter mellom de to 
aktiveringssystemene, hvor systemet Hansson and Hahn (2008) benyttet inneholdt 
bindingspartneren ARNT i motsetning til UAS/GAL4-systemet. Sammenlignet med tidligere 
aktivering av AhR fra fisk, blant annet ssAhRβ, og funnene i oppgaven kan det tyde på at 
luciferase genreportersystemet benyttet i oppgaven er mindre sensitivt. 
Hos fisk er det i motsetning til pattedyr observert en forskjell i sensitivitet for mono-orto- og 
non-orto PCBer, hvor fisk er lite sensitive til mono-orto PCBer (Hestermann et al., 2000, Abnet 
et al., 1999b). I oppgaven ble to non-orto PCBer benyttet som AhR-ligander: PCB 77 og PCB 
126. PCB 77 viste ikke agonistisk effekt for gmAhR2 eller ssAhR2β ved konsentrasjonene 
benyttet i oppgaven, og stemmer overens med tidligere genreporterstudier med AhR-varianter 
fra fiskearter som regnbueørret og zebrafisk (Abnet et al., 1999b). Ved in vivo studier er det 
funnet induksjon av CYP1A som følge av PCB 77 eksponering, hvor blant annet økt 
oppregulering av CYP1A er vist i laks gjennom ELISA og EROD (Arukwe et al., 2001, Yuan 
et al., 2006). I denne oppgaven ble det benyttet PCB 77 løst i isooktan med høyeste 
eksponeringskonsentrasjon 0,34 µM. Celleviabilitetsforsøk og visualisering av celler i 
mikroskop antydet at løsemiddelet isooktan (0,5 %) påvirket COS-7 cellene negativt. Størst 




metabolsk aktivitet sammenlignet med kontrollceller. Sett i sammenheng med motstridene 
resultater kan en mulig aktivering forekomme ved høyere eksponeringskonsentrasjon, eller ved 
å benytte PCB 77 i et annet løsemiddel. Ut fra resultatene i denne oppgaven tyder det allikevel 
på at gmAhR2 og ssAhR2β ikke er særlig sensitive for PCB 77. Det har tidligere blitt vist at 
PCB 126 aktiverer gmAhR2, men ikke ssAhR2 (Madsen, 2016), noe som stemmer overens med 
funnene i denne oppgaven. Det ble for PCB 126 benyttet høyere konsentrasjon enn i tidligere 
ligandaktiveringsforsøk, og platå for dose-responskurven ble nådd ved eksponering for 0,4 µM 
for gmAhR2. 
PCB 105 er en mono-orto dioksinlik PCB benyttet i ligandaktiveringsforsøkene. Det ble ikke 
observert agonistisk effekt for verken gmAhR2 eller ssAhR2β, noe som ikke var uventet da fisk 
generelt er lite sensitive for mono-orto PCBer. Funnene i oppgaven stemmer overens med 
tidligere aktiveringsstudier med AhR fra regnbueørret og laks (Abnet et al., 1999b). Videre er 
det funnet at PCB 105 utøver antagonistisk effekt for AhR ved koeksponering in vivo hos 
tomcod (Microgadus tomcod ) og in vitro i PLHC1-fiskeceller (Yuan et al., 2006, Hestermann 
et al., 2000).  
5.3.1 Kjente gmAhR2 ligander 
Madsen (2016) viste i sin masteroppgave aktivering av gmAhR2 ved eksponering for BNF, 
B(a)P og FICZ. Basert på funnene til Madsen (2016) ble det i denne oppgaven studert aktivering 
av gmAhR2 ved lavere og høyere konsentrasjoner for henholdsvis FICZ og B(a)P enn tidligere 
benyttet. Det ble observert stigende dose-respons aktivering for gmAhR2 ved eksponering for 
B(a)P, og ingen tegn til at dose-respons kurven skulle nå platå ved høyeste konsentrasjon (20 
µM) benyttet under ligandaktiveringen. Tryptophan-derivaten FICZ er blitt diskutert som mulig 
endogen ligand (Denison and Nagy, 2003), og aktiverer AhR fra torsk (gmAhR2), zebrafisk 
(zfAhR1b og zfAhR2) og laks ved svært lave konsentrasjoner (Jonsson et al., 2009, Madsen, 
2016, Bemanian, 2003). Sammenlignet med tidligere aktiveringsforsøk av gmAhR2 og 
ssAhR2β med BNF, B(a)P og FICZ ble det funnet høyere aktiveringskonsentrasjon og 
maksimal aktivering i denne oppgaven. De ulike funnene kan være et resultat av forskjeller som 
følge av ulikt masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid benyttet i luciferase 
genreportersystemet, hvor lavere masseforhold førte til høyere maksimal aktivering. Dette ble 






5.4 Kommentarer til luciferase genreportersystemet benyttet 
Ved ligandaktivering av gmAhR2 og ssAhR2β ble det målt svært varierende økning i aktivering 
for de ulike konsentrasjonene, noe som resulterte i store standardavvik. Variansen ble 
hovedsakelig observert mellom ulike forsøk, og ikke mellom replikater innad i de individuelle 
forsøkene. For gmAhR2 ble det observert høyere standardavvik ved synkende masseforhold 
mellom reporter- og reseptorplasmid, og kunne muligens vært unngått ved valg høyere 
plasmidforhold. Det ble forsøkt å kartlegge eventuelle metodiske årsaker til forskjellene uten å 
lykkes, men man kan ikke se bort ifra at systemet er sensitivt for metodiske forskjeller i 
tidsrommet (fire dager) et forsøk tar. Forskjeller i aktivering ble forsøkt lokalisert ved å 
sammenligne resultater fra forsøk med ulikt passasje nr. av COS-7 celler, målt β-galaktosidase 
aktivitet, og forsøk hvor nye tillagde løsninger var benyttet (eks. D-luciferin og plasmidmix).  
Det finnes mange ulike luciferase genreportersystem, blant annet CALUX, UAS/GAL4 baserte 
system og system med transient kotransfeksjon av både AhR, ARNT og et XRE-kontrollert 
reporterplasmid. Selv om de ulike metodene har flere fellestrekk er det distinkte forskjeller, og 
sammenligning på tvers av studier kan kun gjøres til en viss grad. Videre finnes det flere 
varianter av de ulike systemene, som blant annet variasjoner i antall XRE, antall UAS og ulike 
cellelinjer (både vev og art). Long et al. (2003) fant også forskjeller i TCDD aktiveringsrespons 
ved bruk av cellelinjer fra rotte og menneske (Homo sapiens) i CALUX-systemet, og 
variasjoner mellom lever-cellelinjer fra rotte og menneske er også vist ved bruk av UAS/GAL4-
systemet (Backlund and Ingelman-Sundberg, 2004). Videre skjer ikke ligandaktiveringen av 
gmAhR2 i dens fysiologiske omgivelser. Valg av cellelinje, og med det arts- og vevsforskjeller 
i kofaktorer kan også påvirke optimal funksjon og dermed aktiveringsrespons. Det kan ikke 
utelukkes at GAL4-DBD domenet som er fusjonert til gmAhR2 kan påvirke AhR2 sin 
konformasjon og ligandbindende egenskaper. UAS/GAL4-systemet er ikke avhengig av 
bindingspartneren ARNT (Backlund and Ingelman-Sundberg, 2004), og manglende 
interaksjoner mellom de to PAS-proteinene kan også ha påvirket resultatene i oppgaven. Videre 
er gmAhR2 er en transkripsjonsfaktor fra fisk og det kan tenkes at dens optimale temperatur er 









I denne oppgaven har ligandaktivering av AhR2 fra torsk blitt studert ved eksponering for både 
kjente AhR-ligander og såkalte «nye» miljøgifter. Det ble vist at TCDD fører til en dose-
avhengig aktivering av gmAhR2, men transkripsjonsfaktoren ble ikke aktivert av de dioksinlike 
PCB 77 og PCB 105. Fire «nye» miljøgifter; siloksanene D4 og D5, pesticidene endosulfan og 
klorpyrifos, viste heller ikke agonistisk effekt i form av aktivering av gmAhR2 og heller ikke 
av ssAhR2β.  
Det ble også testet ut optimaliseringer av luciferase genreportersystemet benyttet i oppgaven 
ved å senke inkubasjonstemperatur under ligandeksponering til 33 °C. Temperaturendringen 
førte ikke til forbedret sensitivitet og resulterte i en lavere aktivering sammenlignet med 
eksponering på 37 °C. Aktivering etter ulike eksponeringstider ble også studert de 24 første 
timene. Ut fra resultatene i denne oppgaven ble det ikke funnet høyere aktivering ved kortere 
eksponeringstider enn 24 timer. Basert på funnene i oppgaven førte ikke endringene i 
cellekultur betingelser som endret inkubasjonstid og -temperatur til optimalisering av 
UAS/GAL4 luciferase genreportersystemet benyttet.   
6.1 Videre arbeid 
Tidligere studier på ulike AhR-varianter fra fisk viser forskjellig evne til å binde ligander 
(Abnet et al., 1999b, Hansson and Hahn, 2008, Karchner et al., 2005). Torsk har to gener for 
AhR, AhR1b og AhR2, og selv om AhR2 knyttes til toksisitet forårsaket av miljøgifter, har det 
hos noen fiskearter vist seg at AhR1 kan binde TCDD, blant annet hos zebrafisk og rød brosme 
(Karchner et al., 2005, Bak et al., 2013). Karakterisering, kloning og etablering av 
ligandaktiveringssystem for AhR1 er for tiden under arbeid ved miljøtoksikologigruppen, UIB. 
Dette muliggjør for sammenligningsstudier i fremtiden og vil kunne bidra til et mer helhetlig 
bilde av atlanterhavstorskens respons til miljøgifter. Videre vil kartlegging av vevspesifikk 
uttrykking av AhR1b og AhR2 kunne bedre forståelsen av de to variantene sin rolle som 
xenobiotisk sensor og deres fysiologiske roller.  
Det har tidligere blitt vist at PCB 105 har antagonistisk effekt ved koeksponering hos ulike 
fiskearter (Hestermann et al., 2000, Yuan et al., 2006), og det kan også være et tilfelle hos torsk. 
For stoffene man i denne oppgaven ikke observerte dose-respons aktivering, blant annet de 
«nye» miljøgiftene benyttet, kan man ikke utelukke at de allikevel kan binde AhR og utøve en 
antagonistisk effekt på gmAhR2. Videre eksponeres atlanterhavstorsken for en blanding av 




blandinger. Mulige interaksjoner mellom kjemikalier kan påvirke aktiveringen av gmAhR2 og 
resultere i synergiske-, additive- eller antagonistiske responser (Casarett et al., 2010).   
Ved å studere andre endepunkter for gmAhR2 aktivering på protein- og gennivå vil man kunne 
få en bedre helhetsforståelse og bekrefte funnene i oppgaven. In vitro eksponeringsstudier med 
leverskiver fra torsk med de samme stoffene benyttet i denne oppgaven er for tiden under arbeid 
ved miljøtoksikologigruppen, UIB. Resultatene fra leverskive-studiene kan bidra til å bekrefte 
funnene i oppgaven.  
Som tidligere nevnt er det vist forskjeller i aktivering i genreportersystem med ulike cellelinjer, 
både CALUX- og UAS/GAL4-systemer (Long et al., 2003, Backlund and Ingelman-Sundberg, 
2004). I flere genreportersystem benyttes leverceller, noe som er naturlig da leveren er 
hovedorgan for detoksifisering og har høy tilstedeværelse av biostransformasjonsenzymer 
(Casarett et al., 2010). Et skifte til leverceller kan muligens øke sensitiviteten og 
aktiveringsresponsen til systemet benyttet i oppgaven. Videre kan bruk av fiskeceller kunne 
bidra til et mer reelt bilde for gmAhR2 sitt fysiologiske miljø. Dette med tanke på temperatur 
og kofaktorer fra fisk som kan være viktige i forhold til å mediere aktivering. For å videreføre 
arbeidet med valg av optimal eksponeringstid for ulike kjemikalier det tenke seg at en serie 
konsentrasjoner for de ulike kjemikaliene burde blitt benyttet, hvor eksponeringstid for lave 
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